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摘要 : 

[目的 ] 研究 养殖 条 件 下 菌株 特性 及 水 体 环境 对 芽孢 杆菌 氮 转 化 作用 的 影响 。 

[方法 ] 测定 了 2 株 芽孢 杆菌 NT9 和 YB3 的 水 解 酶 活性 、 抑 菌 活 性 和 生长 能 力 等 特性 ， 并 对 模拟 养殖 过 程 中 的 
氮 转 化 作用 进行 了 通 径 分 析 。 
[结果 ] 结果 显示 ， 菌 株 NT9 属 于 枯草 芽孢 杆菌 CBacullis subtilis) ， 在 低 营 养 条 从 AS 
功能 ， 去 除 率 达 89. 3%， 与 菌株 YB3 相 比 ， 具 有 较 强 的 蛋白 酶 、 淀 粉 酶 活性 以 及 抑 菌 活性 ， 但 是 生长 能 力 较 
差 。 在 模拟 养殖 水 体 中 ，2 株 菌 对 硝酸 氮 、 亚 硝酸 氮 、 溶 解 氧 、pH、 碱 度 等 水 质 条 件 影 ?1 WA. pe 
进 有 机 氮 降 解 ， 但 氨氮 转化 效果 较 差 ， 导 致 水 体 氨氮 显著 积累 CP € 0.050 。 通 径 分 析 显 示 ， 水 体 总 菌 量 
(cfu) 是 促进 有 机 氛 降 解 的 主要 因素 ， 通 径 系 数 〈 直 接 作 用 ) 0.550 (PX 0.01) ， 菌 株 的 纤维 素 酶 活性 
(ce7) 和 生长 能 力 (gro) 等 都 通过 cfw 对 有 机 毛 降 解 产生 较 大 的 间接 作用 ; 而 微生物 的 生长 增殖 活动 (总 
WEE. defu) 则 是 促进 氨氮 转化 的 主要 因素 ， 通 径 系数 为 -0. 112 CP € 0.01) 。 

[结论 ] 研究 表明 ，2 株 芽孢 杆菌 在 养殖 条 件 下 均 能 够 促进 饲料 蛋白 的 降解 ， 但 是 氨氮 转化 效果 不 明显 ， 根 
据 通 径 分 析 结 果 ， 可 以 通过 促进 芽孢 杆菌 生长 ， 对 同步 转化 氨氮 进行 研究 。 
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Abstract: 

[Objective] To research effects of strain characteristics and water conditions on nitrogen conversion of Bacillus 
in aquaculture. 

[Methods] Hydrolases activities, bacteriostatic activities and growth ability under oligotrophic condition of two 
Bacullis strains NT9 and YB3 were determined. Thereafter, their nitrogen conversion effects in a simulating 
experiment for aquaculture were studied with path analysis method. 

[Results] Results showed that strain NT9 was a strain of Bacullis subtilis with a ammonia-degrading rate of 
89.3% under oligotrophic condition with NH4CI as unique nitrogen source, it had stronger protease-, amylase- and 


bacteriostatic-activities, but grew more slowly in the oligotrophic broth when compare to strain YB3. In the 
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simulating aquaculture water bodies, both strain NT9 and YB3 did not obviously affect the dissolved oxygen, pH, 
alkalinity, concentrations of nitrite and nitrate, but promoted degradation of organic nitrogen which led to 
significant accumulation of ammonia (P « 0.05). However, the ammonia was not converted efficiently by both 
strains. Results of path analysis showed that the count of bacteria (cfu) in water was the main factor for organic 
degradation, with a path coefficient (direct effect) of 0.550 (P « 0.01), beside which the indirect effects of 
cellulose (cel) and growth ability (gro) through cfu were also important. Meanwhile, the main factor for ammonia 
conversion was growth and proliferation of bacteria (count increment, dcfu) which path coefficient was -0.112 (P 
« 0.01). 

[Conclusions] In conclusion, in simulating aquaculture condition, both Bacillus strain NT9 and YB3 improved 
the degradation of organic nitrogen dramatically, but could not convert the ammonia efficiently. According to the 
results of path analysis, however, it could carry out a further research on synchronous conversion of ammonia by 
improving the growth of I strain in aquaculture water. 
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水 产 养殖 过 程 中 ， 只 有 约 20-30% 的 饲料 蛋白 氮 最 终 被 水 产 动 物 吸收 利用 ， 其 余部 分 流失 
到 水 环境 中 。 据 估计 ， 养 殖 水 体 中 78% 的 氮 元 素来 自 于 饲料 ”， 并 且 主 要 以 有 机 氮 的 形式 
存在 “。 一 方面 导致 氮 元 素 的 富 集 污 染 ， 另 一 方面 这 些 有 机 氮 降 解 为 氮气、 亚 硝酸 所 和 硝酸 
氮 等 无 机 氮 ， 又 对 水 产 动物 的 健康 产生 负面 影响 串 。 芽 孢 杆 菌 〈Bacu777s sp.) 具有 多 种 活 
性 功能 ， 如 分 泌 和 蛋白 酶 、 淀 粉 酶 、 纤 维 素 酶 等 ， 能 够 加 快 养殖 水 体 氮 的 转化 ， 降 低 氮 元 素 富 
营养 化 风险 ， 并 减少 氨氮 、 亚 硝酸 不 等 的 积累 “， 能 够 有 效 解决 上 述 问题 ， 具 有 较 大 的 应 用 
价值 ”。 

但 是 ， 芽 孢 杆菌 的 氮 转 化 效果 受 很 多 因素 影响 ， 如 温度 、pH、 溶 解 氧 、 毛 源 、 矶 源 等 培 

养 条 件 "“， 以 及 生长 能 力 、 水 解 酶 活性 和 抑 菌 活性 等 菌株 的 本 身 特性 ”。 尤 其 在 养殖 条 件 
下 ， 与 微生物 培养 基 (总 氮 含 量 约 为 1000 mgL' 5 相 比 ， 养 殖 水 体 营养 水 平 较 低 (总 氮 舍 量 
约 为 29 mg:L') “ "， 芽 孢 杆 菌 可 能 由 于 缺乏 营养 而 形成 芽孢 进入 休 卢 状态， 最终 影 响 氮 转化 
效果 “。 因 此 ， 养 殖 水 体 中 影响 芽孢 杆菌 的 氮 转 化 效果 的 因素 更 加 复杂 。 对 此 ， 单 因素 试验 
难以 对 各 种 因素 的 作用 进行 定量 比较 以 及 综合 分 析 ”” 。 
通 径 分 析 是 一 种 多 元 统计 技术 ， 与 其 它 多 元 分 析 方 法 相 比 ， 可 以 通过 效应 训 分 ， 将 自 变 
量 的 总 效应 分 解 为 标准 化 的 直接 作用 和 间接 作用 ， 从 而 直观 比较 各 种 因素 的 作用 ， 为 获得 主 
要 因素 提供 可 靠 依 据 ， 适 合 进行 多 因素 的 综合 分 析 与 比较 ， 在 水 产 育 种 和 养殖 领域 得 到 了 广 
泛 应 用 ””。 但 是 ， 在 芽孢 杆菌 氮 转 化 方面 ， 应 用 通 径 分 析 技 术 的 研究 尚未 见报 道 。 

因此 ， 本 文 应 用 通 径 分 析 方 法 ， 对 2 株 芽孢 杆 戎 NT9 和 YB3 在 模拟 养殖 过 程 中 ， 菌 株 特 性 、 
水 质 条 件 等 多 种 因素 对 水 体 氮 转化 的 影响 进行 研究 ， 分 析 影 响 芽 孢 杆菌 扼 转 化 效果 的 主要 
素 ， 探 索 促进 氮 转 化 作用 的 可 能 途径 ， 以 期 为 芽孢 杆菌 在 养殖 水 体 中 的 高 效应 用 提供 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 BR 
菌株 NT9 和 菌株 Y B3 2573] KE 8 7 77^ 688 EE 7 TELS L4 P 83. ERG o SCA E PROB E E 
其 中 菌株 NT9 MRAKA mha XE HP AY ESSE E; 菌株 YB3 739 — PRIGTEZETRTT PR CB. cereus), 
从 养殖 水 体 分 离 得 到 ,具有 降解 有 机 所 和 去 除 氨 氮 的 功能 20。 爱 德 华氏 菌 CEdwardsiella sp.) 
XCP、 嗜 水 气 单 胞 菌 (Aeromonas hydrophlia) HTS, KJA ME CPesudomonas fluorescens) 
TLF, EIA (Vibrio alginolyticus) HTL, 大 肠 杆 菌 (E. coli) 和 金色 葡萄 球菌 (Staphylococcus 
aureus) 均 为 “动物 学 ”湖南 省 高 校 重点 实验 室 保藏 菌 种 。 

1.2 培养 基 

LB 培养 基 : KYEH AAEE 8.0%) 10.0 g， 酵 母 粉 〈 总 氮 含 量 10.0%) 5.0 g， 葡 
萄 糖 10.0 g, NaCl 5.0 g, 水 1000 mL, pH 7.0. 固体 培养 基 添 加 琼脂 粉 12.0 go 纤维 素 培养 基 : 
羧 甲 基 纤 维 素 钠 5.0 g、 大 豆 蛋 白 陈 10.0 g、NaCl 5.0 g、KH2PO40.5 g、 琼 脂粉 12.0 g, 水 100 


d 
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mL, pH 7.0， 用 于 检测 纤维 素 酶 活性 。 栈 蛋白 琼脂 培养 基 和 淀粉 培养 基 参 照 李 木 明 [2 所 述 方 
法 配制 ， 分 别 用 于 检测 蛋白 酶 活性 和 淀粉 酶 活性 。 
1.3 菌株 鉴定 

参照 黄海 洪 等 Ri 所 述 方法 ， 对 菌株 NT9 进行 培养 形态 研究 ， 以 及 16S rRNA 基因 的 克隆 
测序 及 系统 发 育 分 析 。 
1.4 菌株 低 营 养 条 件 生 长 与 氨氮 转化 功能 研究 

参照 黄海 洪 等 2 所 述 方法 进行 研究 , 稍 作 修 改 。 以 NHaCI 为 唯一 氮 源 , 配制 浓度 为 0.01% 
Cy). 低 氨 源 营养 培养 液 ， 浓 度 0.1% (v/v) 的 葡萄 糖 为 碳 源 。 接 种 菌 悬 液 ， 使 起 始 ODeoo 
为 0.010，30 C, 150 rmin! 振荡 发 酵 ， 发 酵 液 12000 rmin1，4 C, E4020 min， 沉 淀 用 
0.6% 无 菌 生理 盐水 漂洗 3 次 ， 等 体积 重 悬 、 混 匀 ，600 nm 测定 吸光 度 。 测 定 上 清 液 氨氮 、 亚 
硝酸 氮 和 硝酸 氮 浓 度 P]， 相 关 参 数 计算 方法 如 下 : 


氮气 转化 率 (ammonia conversion rate, R4, %) = x 100 (D 
氨氮 转化 速率 (ammonia conversion speed, Sa, mg/(L - d)) = mE (2) 


式 中 ，cv 表示 培养 液 氨氮 的 最 高 浓度 (MgL): 为 试验 结束 时 的 氨氮 浓度 (mg/L): ta 
为 氨氮 浓度 最 高 时 的 时 间 (dO ;， te 为 试验 结束 时 间 Cd) 
1.5 菌株 活性 研究 
和 蛋白酶 、 尝 粉 酶 和 纤维 素 酶 活性 参照 李 木 明 [23 所 述 方法 检测 , 其 相对 活性 计算 公式 如 下 : 
水 解 酶 相对 活性 (hydrolase relative activity, H., 96) = Sn x 100 (3) 


sh 水 解 圈 面 积 (mm2) ，sc 菌 落 面 积 (mm?) 。 

为 测定 抑 菌 活性 , 芽孢 杆菌 以 及 6 株 病 原 菌 分 别 接 种 于 LB 液体 培养 基 ,30 °C, 150 r/min, 
培养 24 h, 12000 r/min, 4 °C, XÙ 10 min， 沉 淀 用 0.6% 无 菌 生理 盐水 重 上 其、 稀释 ， 制 备 
OD (600 nm) 为 0.1 的 菌 悬 液 。 病 原 菌 菌 基 液 各 100 nL， 分 别 涂 布 于 LB 固体 培养 基 ， 室 温 
静 置 30 min， 然 后 滴 加 芽孢 杆菌 菌 悬 液 50 nL， 室温 静 置 30 min，30 °C 共同 培养 48 h， 测 量 
菌落 与 抑 菌 圈 直 径 ， 计 算 相 对 抑 菌 活性 : 

相对 抑 菌 活性 (relative bacterial inhibition activity, I, 96) = ^. x 100 (4) 

C 


S 
si 抑 菌 圈 面 积 (mm2) , s WR (mm?) 。 
为 比较 菌株 在 低 营 养 条 件 下 的 生长 能 力 ,将 上 述 芽 孢 杆菌 的 菌 悬 液 接种 于 1:99 稀释 度 LB 
液体 培养 基 中 ， 使 起 始 ODeoo 值 为 0.010，30 °C 培养 96 h， 连 续 测 定 ODe0oo， 重 复 3 次 。 
1.6 模拟 养殖 试验 
模拟 养殖 试验 参考 黄海 洪 等 (2019) 所 述 方法 进行 ， 稍 作 修 改 。 
(D 模拟 养殖 水 体制 备 
12 个 200L AARRE (HDPE) 塑料 桶 分 别 装 入 100 L 自来水 (pH 7.20)， 用 碳酸 氧 
钠 ( 分 析 纯 ， 国 药 集 团 化 学 试剂 有 限 公司 ) 将 pH 调 至 8.00 左右 ， 再 以 10 mg L7! —&Ub SGH 
毒 ，24h 后 用 维生素 C (1 mg: LO 中 和 、 解 除 毒性 (Lara et al., 2017; Prata Gaona et al., 2017). 
(2) ”种子 液 制备 和 水 体 接 种 
菌株 接种 于 LB 液体 培养 基 ，30 *%C，150 min, 培养 24 h, 制备 种 子 液 。 种 子 液 按 1:100 
的 比例 转 接 到 新 鲜 的 LB 液体 培养 基 , 30 °C, 150 rmin-l, 培养 24 h, 然后 12000 rmin'!, 4°C, 
离心 10 min, DUE HI 0.6% 无 菌 生理 盐水 洗 活 ， 重 悬 ， 添 加 到 6 个 模拟 养殖 水 体 中 ， 使 水 体 起 
始 总 菌 量 为 1.0 x 106 cfu'mL-!。 接 种 菌株 NT9 和 YYB3 的 水 体 分 别称 为 NT9 水 体 和 YB3 水体 。 
(3) “模拟 养殖 
凡 纳 滨 对 虾 人 工 配合 饲料 ( 粗 蛋 白质 >40.0%, 粗 脂肪 >5.0%, 粗 纤维 >5.0%, 粗 灰 分 <16.0%6， 
水 分 <12.0%, 澳 华 公司 ) 粉碎 , 过 100 Hm. 投入 上 述 水 体 , 试验 前 3 天 的 投 喂 量 为 2.0 g'd-1， 
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其 他 时 间 均 为 1.0 gdt, 第 8d 和 20d 未 投 喂 , 试验 周期 为 24 d。 试 验 期 间 不 换 水 ， 使 用 气 石 
不 间断 充气 。 
(4) 水 质 测定 

溶解 氧 、 温 度 、pH 使 用 YSI-550A 多 功能 水 质 分 析 仪 (YSI 公司 ， 美 国 ) 测定 ， 于 每 天 
8:00 和 18:00 各 进行 一 次 。 其 它 水 质 指标 每 4d 测定 一 次 ， 水 体 氨 氮 、 亚 硝酸 氮 、 硝 酸 氮 、 磋 
酸 盐 碱 度 和 钙 镁 硬度 参照 文献 (国家 环境 保护 总 局 , 2002) 进 行 , 水 体 总 菌 量 也 每 4d 测定 一 次 ， 
采用 平板 计数 法 进行 。 参 照 黄海 洪 等 0 所 述 方法 制备 养殖 水 体 进 行 模 拟 养殖 试验 , 稍 作 修改 。 
1.7 数据 分 析 

除 水 体 总 菌 量 为 样品 混合 后 的 单一 数据 外 ,其 它 数据 均 为 重复 测定 数据 ， 以 平均 值 + 标 
准 差 (mean + SD) 的 形式 表示 。 应 用 SPSS 16.0 软件 检验 数据 的 正 态 性 和 方差 齐 性 ， 菌 株 
水 解 酶 活性 、 抑 菌 活性 以 及 生长 能 力 的 比较 采用 student 检验 Ct 检验 ) ， 模 拟 养 殖 试验 水 质 
数据 则 进行 单 因素 方差 分 析 (One-Way ANOVA), Gw CP < 0.05) ， 则 进行 Tukey 多 
重 比 较 。 百 分 数 形式 的 数据 进行 平方 根 反 正弦 转换 ， 总 菌 量 进行 logio (lg) 转换 ， 再 进行 检 
验 ， 对 不 服从 方差 齐 性 的 数据 则 采用 Kruskal-Wallis Test 非 参 数 检验 。 通 径 分 析 参 照 杜 家 菊 
and 陈 志 伟 区 所 述 方法 进行 ， 首 先 调 用 SPSS 16.0 软件 “Regression” 程 序 、 选 择 “Enter” 方 
法 进行 多 元 回归 分 析 ， 再 进行 效应 剖 分 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 菌株 NT9 菌落 特征 与 鉴定 

菌株 NT9 FARRER, ERF (Ela), LB 培养 基 30 °C 培养 48 h， 菌 落 圆 
É, H4 2-5 mm, EE, EINIR, Aii OR, AWARA, KAE, AEH, EAA 
I TE Th 358] RRR E E 1b). BLAST 比 对 结果 表明 其 16S rRNA 基因 序列 (GenBank 
Accession No. KX891556) 与 纳 豆 枯草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis subsp. natto) 菌株 CGMCC 
2108 (CP014471) 和 BEST195 (AP011541) 基因 片段 具有 100% 的 相似 度 ， 系 统 发 育 分 析 也 
显示 该 菌 与 B. subtilis 类 菌株 聚 为 一 类 (图 1c) 。 
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c 87 — B. cereus YB3 (KX578018) 

B. cereus ATCC 14579 (NR. 114582) 

B. mycoides 2773 (NR. 036880) 

B. mycoides ATCC 6462 (NR. 115993) 

B. mycoides NBRC 101228 (NR. 113990) 

B. thuringiensis ATCC 10792 (NR. 114581) 

zn thuringiensis IAM 12077 (NR. 043403) 
B.thuringiensis NBRC 101235 (NR. 112780) 

B.megaterium IAM 13418 (NR. 043401) 

B.megaterium ATCC 14581 (NR. 117473) 

89' B.megaterium NBRC 15308 (NR. 112636) 

B. licheniformis ATCC 14580 (NR. 074923) 


B. licheniformis DSM 13 (NR. 118996) 
87 B. amyloliquefaciens MPA 1034 (NR. 117946) 
100 82! B. amyloliquefaciens NBRC 15535 (NR. 112685) 


NT9 (KX891556) @ 
B. subtilis NBRC 13719 (NR. 112629) 
B. subtilis DSM 10 (NR. 027552) 

s8- B. subtilis IAM 12118 (NR. 112116) 
B. subtilis JCM 1465 (NR. 113265) 


1 菌株 NT9 的 培养 形态 与 16S. rRNA 基因 序列 分 析 
a: 芽孢 形态 〈 黑 色 箭头 ， 革 兰 氏 染色 ，100x) ; b: 菌落 形态 (LB 培养 基 ，30 C, 48h) ; c: 16S rRNA 
基因 系统 发 育 树 
Fig. 1 Culture morphology and 16S rRNA gene sequence analysis of strain NT9 


0.0050 


a: spores (black arrows, gram stain, 100x); b: colony (LB plate, 30 °C, 48h; c: phylogenetic tree of 168 rRNA 


gene sequence 


2.2 低 氨 源 浓 度 条 件 下 菌株 NT9 的 生长 与 氨氮 转化 作用 

2 显示 ， 在 低 浓度 NH4Cl 培养 基 中 ， 菌 株 NT9 的 ODaoo 在 接种 后 1 d 之 内 有 所 下 降 ， 
其 后 开始 上 升 ， 并 于 6 d 达到 峰值 ， 为 (0.037 + 0.006)， 每 天 的 平均 生长 速度 为 0.0062 单位 
吸光 度 氨氮 浓度 则 持续 降低 ， 从 开始 的 〈27.66 土 2.43) mg/L FZ 30 d HI (2.96 + 0.03) 
mg/L， 毛 毛 转 化 率 为 89.3%， 转 化 速率 为 0.82 mg/(L-d)。 但 未 检测 到 亚 硝酸 氮 和 硝酸 毛 的 产 
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图 2 (RIKE NHC. 培养 基 中 菌株 NT9 的 生长 与 氨氮 转化 情况 


Fig. 2 The growth and ammonia conversion of strain NT9 in oligotrophic broth with NHsCl as unique 


nitrogen source 
2.3 菌株 NT9 和 YB3 的 生物 活性 及 生长 特性 

菌株 NT9 和 YB3 的 和 蛋白酶 、 演 粉 酶 和 纤维 素 酶 活性 如 表 1 所 示 ， 菌 株 NT9 具有 较 强 的 
蛋白 酶 和 演 粉 酶 分 泌 能 力 ， 相 对 活性 均 显 著 高 于 菌株 YB3 CP < 0.05) ， 而 菌株 YB3 则 纤维 
素 酶 活性 较 强 。 


表 1 菌株 NT9 和 YB3 的 水 解 酶 相对 活性 
Table 1 Relative hydrolase activities of strain NT9 and YB3 


水 解 酶 菌株 菌落 直径 / (mm) 水 解 圈 直径 / (mm) 相对 活性 / (%) 
hydrolases strains colony diameter hydrolytic zone diameter relative activity 
蛋白酶 NT9 9.6 + 0.3" 21.0 + 0.5° 4.80 + 0.5" 
protease YB3 13.2 + 320" 19.4 + 0.7° 2.20 + 0.25° 
淀粉 酶 NT9 8.6 土 0.5° 17.5 + 0,5" 4.15 + 0.67" 
amylase YB3 9.4 + 0.3* 12.8 x 1.3" 1.86 + 0.26* 

纤维 素 酶 NT9 1,98 5 02"' $ $ nc 
cellulase YB3 7.4 X 0.2* 19.2 + 1.0 6.83 E 1.17 


注 ，$ 表 示 有 水 解 圈 ， 但 不 明显 。hc 表示 来 计算 ， 下 同 


Notes: $8 means unclear hydrolytic zone; nc, non-calculated, the same below 


PER NT9 XKE EERE REEERE CXCPO 和 嗜 水 气 单 胞 菌 〈HTS) 等 
病原 菌 的 抑制 作用 较 明 显 ， 对 荧光 假 单 胞 戎 〈TLF) 的 抑制 不 明显 ， 对 溶 藻 弧 菌 CHTLO 则 
不 具有 抑制 作用 ， 菌 株 YB3 的 抑 菌 活性 总 体 较 弱 ， 仅 对 TLF 有 微弱 的 抑制 效果 〈 表 2) 。 

表 2 菌株 NT9 和 YB3 的 相对 抑 菌 活性 
Table 2 The relative bacterial inhibition activities of strain NT9 and YB3 


A8 JE RT 菌株 ” ”菌落 直径 /(mm) 抑 菌 圈 直 径 /mm) 相对 活性 
pathogens strain colony diameter inhibition zone diameter relative activity 
AKT A NT9 8.2 + 0.8? 10.1 1.1 1.54 + 0.02 

E. coli YB3 7.7 x 0.7? 0 0 

菊 光 假 单 胞 菌 TLF NT9 6.3 4 0.9? 88 nc 

P. fluorescens TLF YB3 6.9 € 1.0? 88 nc 
爱德华 氏 菌 XCP NT9 6.9: 0.3* 13.4 + 0.7 3.82 + 0.01 

Edwardsiella sp. XCP YB3 8.41 0.5* 0 0 

溶 藻 弧 菌 HTL NT9 73213? 0 0 

V. alginolyticus HTL YB3 7.5 x 0.3* 0 0 
嗜 水 气 单 胞 菌 HTS NT9 7.3 € 0.7* 9.8 + 0.9 1.79 + 0.01 

A. hydrophlia HTS YB3 7.6 € 0.5? 0 0 
金色 葡萄 球菌 NT9 7.7 X 0.1? 20.3 € 0.3 6.96 + 0.42 

S. aureus YB3 8.3 = 1.0? 0 0 


图 3 显示 了 菌株 NT9 和 YB3 在 1:99 稀释 度 LB 培养 液 中 的 生长 情况 。 首 先 ，2 株 菌 均 经 
历 了 一 段 静 止 期 ， 持 续 时 间 分 别 为 12 h 和 24 h， 之 后 进入 对 数 生 长 期 ，ODaoo 均 在 48 h 达到 
峰值 ， 其 中 菌株 NT9 为 (0.033 20.013) ， 增 长 速度 为 每 小 时 0.0008 单位 吸光 度 ， 菌 株 YB3 
Jy (0.110 + 0.002) ， 吸 光度 每 小 时 增加 0.0041 单位 。 此 后 菌株 YB3 的 ODaoo 值 迅速 衰 减 ， 
而 NT9 则 保持 稳定 。 总 体 来 看 ， 在 48-96 hp， 菌 株 YB3 的 ODeo 显著 高 于 (P<0.05) 。 
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图 3 菌株 NT9 和 YB3 在 1:99 稀释 度 LB 培养 基 中 的 生长 


同一 时 间 点 上 的 a 和 ob 表示 菌株 吸光 值 差异 显著 CP < 0.05) 
Fig.3 Growth of strain NT9 and YB3 in 1:99 diluted LB broth a and b at same time points mean significant 
absorbance differences between strains (P « 0.05) 


2.4 菌株 对 模拟 养殖 水 体 水 质 的 影响 
表 3 显示 , 接种 菌株 YB3 的 水 体 (YB3 水 体 ) 的 氨氮 浓度 显著 高 于 接种 菌株 NT9 的 水 体 
(NT9 水 体 ) 和 对 照 水 体 (P< 0.05) ，NT9 水 体 也 显著 高 于 对 照 水 体 CP < 0.05) 。 同 时 ， 
YB3 水 体 平 均 总 菌 量 显著 高 于 对 照 水 体 (P < 0.05) ， 但 是 NT9 水 体 与 对 照 水 体 差异 不 显著 
CP > 0.05， 表 3) 。3 种 水 体 的 亚 硝 酸 氮 浓 度 、 硝 酸 氮 浓度、 温度 、 盐 度 、 碱 度 和 硬度 差异 
均 不 显著 (P> 0.05), NT9 水 体 和 YB3 水 体 的 溶解 氧 和 pH 均 显 著 低 于 对 照 水 体 (P< 0.05), 
但 差 值 均 不 大 《〈 表 3 )。 


表 3 3 种 模拟 养殖 水 体 的 水 质 条 件 


Table3 Water quality indices of three different water bodies 


水 质 参数 对 照 水 体 NT9 水 体 VO i 
water quality control water body with strain NT9 water ^u sram 
氮气 浓度 /mg/L) ammonia 5.20 + 1.86* 8.17 +2.33? 11.69 + 2.89 * 
concentration 
M Ri 3x105 cfu/ml) total bacterial 1.91 + 1.95 ° 3.46 + 2.39 ° 25.43 + 8.84 ^ 
counts 

A EEA Ta 
J (mg/L) nitrite 0.04 + 0.02 0.02 + 0.03 0.02 + 0.03 
硝酸 氮 浓 度 /mg/L) nitrate concentration — 0.43 + 0.13 0.27 + 0.33 0.31 + 0.45 
温度 /*C temperature 27.4+1.1 27.6+1.1 27.5514 
溶解 氧 /(mg/L) dissolved oxygen 5.63 +0.16°? 5.34 + 0.20? 5.34€ 0.12? 
pH 8.13 + 0.09 ^ 8.00 + 0.11 ? 8.05 + 0.09 ? 
盐 度 /%o salinity 17.81 + 0.35 17.94 + 0.45 18.22 + 0.59 
碱 度 /mg/L CaCO3) alkalinity 128.3 + 18.9 122.8 4 17.1 136.4 +29.7 
硬度 /mg/L CaCO3) hardness 143.2 + 15.0 137.7 + 14.8 149.5 +28.3 


ik: ;数据 进行 lg 转换 后 采用 Kruskal-Wallis Test 进行 非 参 数 检 验 


note: ? means Kruskal-Wallis test of data after logarithmic transformation 


2.5 水 体 氨 转 化 作用 影响 因素 

在 所 有 模拟 养殖 水 体 中 ， 氮 转化 作用 均 主 要 体现 在 氨氮 浓度 的 升 高 (XO. s DRUG, MA 
HWE Can) 作为 因 变 量 ， 以 菌株 的 抑 菌 〈 大 肠 杆菌 、 爱 德 华 氏 菌 、 哮 水 气 单 胞 菌 、 金 色 葡 
萄 球菌 ) 活性 、 水 解 酶 (蛋白酶 、 尝 粉 酶 、 纤 维 素 酶 ) 活性 和 生长 能 力 ， 以 及 接种 量 ， 试 验 
阶段 ， 各 试验 阶段 起 始 总 菌 量 、 总 菌 增 量 、 氨 氮 增 量 、 总 氮 含 量 、 亚 硝酸 氮 浓 度 、 硝 酸 氮 浓 
度 、 温 度 、 溶 解 氧 、pH、 盐 度 、 碱 度 和 硬度 等 22 个 参数 为 自 变 量 ， 进 行 通 径 分 析 ， 即 多 元 回 
归 分 析 和 效应 前 分 。 回 归 分 析 结 果 显示 ， 模 型 达到 极 显 苦水 平 (R= 0.988，P < 0.001) ， 淀 
ETE Camy) 、 纤 维 素 酶 活性 CceD 、 生 长 能 力 Cero), ERARE (cfu) 、 试 验 阶段 
(time) 、 总 菌 增 量 (dcf) 和 氨氮 增 量 (4dtan) 等 7 个 变量 纳入 模型 (X40 ， 其 中 amy、cel 
和 gro 的 直接 作用 标准 化 回归 系数 和 通 径 系数 ) 不 显著 CP > 0.050 ， 但 是 存在 共 线 性 现象 
( 表 4) P51， 间 接 作 用 较 大 〈 表 6) 。cfu、time 和 dtan 具 有 极 显 著 的 正直 接 作 用 CP < 0.01), 
同时 cel[、gro、dcf、dtan 通 过 cf 的 间接 作用 也 较 大 。dcft 的 直接 作用 为 负 (P<0.01) ，cfi、 
dcf、dtan 通 过 time 的 间接 效应 也 为 负 〔( 表 4 和 表 6) 。 
3 讨论 
3.1 菌株 NT9 与 菌株 YB3 活性 比较 

芽孢 杆菌 具有 多 种 生理 功能 ， 如 分 泌 香 白 酶 、 淀 粉 酶 、 脂 肪 酶 、 纤 维 素 酶 等 多 种 酶 类 ， 
能 够 提高 养殖 动物 的 消化 机 能 , 促进 其 对 营养 物质 的 吸收 , 同时 降解 养殖 水 体 中 的 有 机 物质 ， 
加 快 残 饵 的 降解 ， 减 少 富 营养 元 素 的 积累 ， 促 进 水 环境 生态 良性 循环 ， 有 具有 较 大 的 应 用 价值 
[0], 菌株 NT9 经 鉴定 属于 枯草 芽孢 杆菌 〈 图 1) ， 具 有 较 强 的 蛋白 酶 、 演 粉 酶 活性 以 及 抑 菌 
活性 ( 表 1 和 表 2) 。 菌 株 YB3 为 蜡 样 芽孢 杆菌 EU， 但 是 蛋白 酶 和 淀粉 酶 活性 较 弱 ， 而 纤维 
素 酶 活性 较 强 ( 表 1) 。 原 始 生活 环境 对 菌株 的 生物 特性 影响 非常 大 ， 不 同 的 自然 生态 环境 


支持 不 同 的 优势 菌 种 29。 菌 株 NT9 从 腊八 豆 中 分 离 得 到 , 这 种 发 


酵 食 品 含有 丰富 的 大 豆 香 白 、 


淀粉 等 物质 ,有 利于 蛋白酶 和 淀粉 酶 活性 强 的 菌株 的 生长 P7351, 而 菌株 YB3 分 离 自 养殖 水 体 ， 
营养 水 平 较 低 ， 酶 的 诱导 分 泌 作 用 可 能 相对 较 弱 。 这 可 能 使 菌株 NTO 对 新 环境 的 适应 速度 较 
快 ， 而 对 低 营 养 环 境 的 适应 能 力 较 差 ， 例 如 在 1:99 稀释 度 LB 培养 液 中 ， 较 强 的 水 解 酶 活性 
( 表 2) 使 菌株 NT9 在 利用 营养 物质 上 占有 优势 , 静止 期 持续 的 时 间 较 短 , 但 是 生长 较 差 (图 
3) 。48-96 h 期 间 菌株 YB3 的 ODeoo 迅速 下 降 〈 图 3) ， 可 能 
营养 物质 ， 导 致 后 期 营养 严重 不 足 ， 生 长 下 降 。 在 低 浓 度 NH4Cl 培养 液 中 也 具有 相似 的 生长 


表 4 毛 转 化 多 


元 回归 分 析 


是 前 期 的 迅速 生长 消耗 了 大 量 


Table 4 Multiple regression analysis for nitrogen conversion 


结果 ， 菌 株 NT9 的 ODeoo 峰 值 为 0.037 (图 1 )， 明 显 低 于 菌株 YB3 在 的 0.100201。 在 这 个 过 
程 中 ， 培 养 液 氨氮 浓度 持续 下 降 ， 但 未 见 亚 硝酸 氮 和 而 
过 同化 作用 转化 氮 氮 ， 而 不 具有 硝化 、 亚 看 


首 酸 氮 生成 〈 图 1) ， 说 明 菌 株 NT9 通 
HEDRER, ASAR YB3 的 情况 一 致 CU。 


变量 EISE 标准 化 回归 系数 显著 性 共 线 性 方差 膨胀 因子 

variables regression standardized Bighi cance variance inflation factor of 
coefficients coefficients collinearity 

Constant -28.178 - < 0.001 - 

amy 0.192 0.048 0.481 7.203 

cel -0.030 -0.025 0.816 17.625 

gro -10.123 -0.087 0.367 14.459 

cfu 4.868 0.550 < 0.001 6.792 

time 0.556 0.990 < 0.001 1.239 

defu -2.467 -0.112 0.001 1.372 

dtan 0.483 0.161 < 0.001 1.119 

注 : amy， 淀 粉 酶 活性 ，cel!， 纤 维 素 酶 活性 ，gro， 生 长 能 力 ; ch， 起 始 总 菌 量 ，time， 试 验 阶 段 ，dcfu， 


总 菌 增 量 ; 


dtan, ARAME. FE 


note: amy, amylase activity; cel, cellulase activity; gro, growth ability; cfu, initial total bacterial count; time, 
experimental stage; dcfu, increment of total bacterial count; dtan, increment of total ammonia nitrogen. The same 


below 
表 5 变量 间 相 关系 数 
Table 5 Correlations among variables 
tan amy cel gro cfu time dcfu 

amy -0.316* 

cel 0.325" -0.922™ 

gro 0.327 -0.892" 0.960" 

cfu 0.223 -0.859" 0.882" 0.889" 

time 0.897" 0 0 0 -0.177 

dcfu -0.123 -0.349* 0.358" 0.361” 0.459" -0.256' 

dtan 0.092 -0.192 0.198 0.199 0.250 -0.145 0.291 

de 6 氮 转 化 作用 影响 因子 效应 分 析 
Table 6 Path analysis and effects division for nitrogen conversion 
间接 作用 

变量 总 效应 * ”直接 作用 ? indirect effects 

variables total effects direct effects m eel " p de. dew. odia 
amy -0.316* 0.048 -0.364 0.023 0.078  -0.472 0 0.039  -0.031 
cel 0.325" -0.025 0.349  -0.044 -0.084 0.485 0 -0.040 0.032 
gro 0.327 -0.087 0.414 -0.043 -0.024 0.489 0 -0.040 — 0.032 
cfu 0.223 0.550% -0.327 -0.041 -0.022 -0.077 -0.175 -0.051 0.040 
time 0.897% 0.990" -0.092 0 0 0 -0.097 0.029 -0.023 
dcfu -0.123 -0.112™ -0.011 -0.017 -0.009 -0.031 0.252  -0.253 0.047 
dtan 0.092 0.161” -0.070 -0.009 -0.005 -0.017 0.138 -0.144 -0.033 

ik: * 亦 即 相 关系 数 ;" 亦 即 标准 化 回归 系数 或 通 径 系数 


note: * same as correlations; ” same as standardized coefficients or path coefficents 


3.2 ”养殖 条 件 下 芽孢 杆菌 的 有 机 氨 降 解 作 用 及 影响 因素 

模拟 养殖 过 程 中 ， 对 照 水 体 和 2 种 试验 水 体 的 温度 、 溶 解 氧 、pH、 盐 度 、 亚 硝酸 氮 、 硝 
酸 氮 、 碱 度 和 硬度 等 〈 表 3) 均 在 凡 纳 滨 对 虾 生长 的 适宜 范围 之 内 B0。 但 是 ，3 种 水 体 均 累 积 
了 非常 高 的 氨氮 。 其 中 ，NT9 水 体 平均 氨氮 浓度 显著 高 于 对 照 水 体 C(P< 0.05， 表 3) ， 由 于 
养殖 水 体 中 的 氨氮 主要 来 自 于 残 饵 、 姜 便 等 有 机 氮 的 降解 ， 即 微生物 的 氨 化 作用 B1， 上 述 结 
果 表 明 菌 株 NT9 能 够 加 快 养殖 水 体 饲 料 蛋白 等 有 机 所 的 降解 。 有 机 氮 的 降解 与 微生物 分 泌 的 
酶 具有 一 定 的 关系 03， 菌 株 NT9 也 具有 较 强 的 蛋白 酶 和 淀粉 酶 活性 ( 表 1) 。 除 此 之 外 ， 芽 
孢 杆菌 的 有 机 氮 降 解 能 力 还 与 水 体 中 微生物 的 生长 活动 有 关 ， 生 长 越 好 ， 降 解 效率 越 高 B3]。 
例如 ，YB3 水 体 累 积 的 氨氮 浓度 显著 高 于 NT9 水 体 (P< 0.05， 表 3) ， 意 味 着 有 机 氮 降 解 活 
动 更 强烈 ， 虽 然 菌 株 YB3 的 水 解 酶 活性 较 低 〈 表 1) ， 但 是 生长 能 力 较 强 。 李 木 明 223 和 闫 法 
军 等 63 均 有 类 似 的 发 现 ， 有 机 所 降解 率 最 高 的 芽 抱 杆 菌 ， 水 解 酶 活力 并 不 很 高 。 通 径 分析 结 
果 也 显示 蛋白 酶 活性 对 氨氮 的 影响 较 小 ， 未 纳入 分 析 模 型 ， 演 粉 酶 和 纤维 素 酶 活性 的 直接 作 
用 也 都 不 显著 (P > 0.05， 表 4 和 表 6)， 而 水 体 总 菌 量 CU) 对 水 体 氨氮 浓度 却 具 有 极 显著 
的 正直 接 作 用 CP. < 0.01， 表 6)。 本 次 研究 模拟 养殖 生产 过 程 ， 水 体 营养 水 平 较 低 ， 而 菌株 
YB3 适应 能 力 更 强 ( 图 3), 因而 有 机 氮 降 解 活动 也 更 强烈 , 氨氮 累积 浓度 较 高 ( 表 3)。 另 外 ， 
总 菌 增 量 (4dcfu) 通过 总 菌 量 (cfu) 也 对 有 机 毛 降 解 具 有 较 大 的 促进 作用 (0.252， 表 6)， 与 
黄海 洪 等 岂 的 前 期 研究 结果 一 致 ， 认 为 微生物 数量 对 有 机 氮 降 解 的 作用 可 以 痢 分 为 基数 效应 
和 增 量 效应 。 此 外 ,试验 阶段 (time) 和 毛毛 增 量 (dtan) 的 直接 作用 也 均 极 显著 CP « 0.01, 
表 6)， 表 明和 氨氮 转 化 作用 较 弱 ， 因 为 两 者 所 代表 的 都 是 氨 氨 的 累积 效应 。 菌 株 的 纤维 素 酶 活 
tE Ce) MERKEZI Cero) 也 有 利于 有 机 氮 的 降解 ， 两 者 通过 水 体 总 菌 量 (cfu)〉 的 间接 作 
用 均 比 较 大 〈 表 6)， 可 能 与 cu 极 显 著 的 正 相关 关系 (P<0.01， 表 5) 有 关 。 另 外 ， 相 关 分 
析 结 果 显 示 ， 菌 株 的 抑 菌 活性 与 水 体 总 菌 量 (cf) 具有 人 负 的 相关 关系 (x = -0.899 ~ -0.901, P 
< 0.001， 数 据 未 显示 )， 因 此 菌株 NTI 的 抑 菌 活性 ( 表 2) 可 能 抑制 变形 菌 、 拟 杆菌 等 其 它 有 
机 物 降 解 菌 的 生长 活动 B433， 进 而 影响 有 机 氮 的 降解 。 
3.3 ”养殖 条 件 下 影响 芽孢 杆 菌 氨氮 转化 作用 的 因素 

菌株 NT9 CÉ 20 和 菌株 YB3P0H 均 具有 一 定 的 氨氮 转化 能 力 ， 但 是 模拟 养殖 水 体 氨氮 转 
化 效果 并 不 明显 ， 仍 然 积累 了 较 多 的 氨氮 〈$.20-11.69 mg.L-1， 表 3)， 远 高 于 凡 纳 滨 对 虾 的 安 
全 浓度 (2.44 mg L!) [9。 通 径 分 析 显 示 ， 水 体 总 菌 增 量 (dcfu) 对 水 体 氨氮 浓度 具有 极 显 著 
的 负 的 直接 作用 (P<0.01， 表 60 ， 表 明 微 生物 的 生长 增殖 有 助 于 水 体 氨氮 的 转化 ， 这 与 前 
期 研究 结果 一 致 。 前 期 研究 的 回归 模型 中 ， 总 菌 增 量 对 水 体 氨氮 并 不 具有 转化 作用 073， 可 能 
是 因为 回归 模型 纳入 的 参数 较 少 ， 总 菌 增 量 deu) 综合 了 其 它 因素 的 效应 P31。 这 也 说 明 多 
元 回归 方法 在 多 因素 分 析 中 可 能 还 不 够 合理 ， 而 通 径 分 析 进 行 效应 剖 分 ， 可 以 更 合理 地 分 析 
各 因素 的 作用 。 水体 C:N 对 微生物 的 生长 影响 非常 大 ， 当 CIN 达到 15:1 以 上 时 ， 能够 促进 异 
养 细菌 的 生长 , 进而 促进 氨氮 的 同化 吸收 , 有 效 控制 水 体 氨氮 浓度 B540]。 在 NHC 培养 基 中 ， 
氧化 铵 和 葡萄 糖 添 加 量 分 别 为 0.0 199 Cv/v RIT 0.1%(Cvwv), 氮 含 量 为 26.2 mg: L5, 碳 为 400 mg: L^, 
C:N=15.3:1， 因 而 菌株 NT9 能 够 有 效 转化 氮 氮 ， 氨 氮 去 除 率 达 到 89.3% (图 2)。 而 在 模拟 养 
殖 试 验 中 ， 由 于 水 体 的 碳 源 和 所 源 均 主 要 来 自 于 投入 的 饲料 〈 粗 蛋白 40%， 粗 脂肪 5.0%, 4 
纤维 5.0%， 粗 灰分 15%， 水 分 12%) ，C:N 约 为 6:107， 碳 源 稍 显 不 足 ， 因 而 氨氮 转化 效果 
不 明显 。 此 外 ， 菌 株 的 纤维 素 酶 活性 Ce) 和 生长 能 力 (gro) 具有 负 直 接 作 用 ， 虽 然 不 显 蓝 
(P»0.05, X 6) ， 但 也 有 助 于 氨氮 的 转化 去 除 ， 主 要 是 因为 菌株 的 生长 能 力 强 ， 有 利于 微 
生物 的 生长 适应 ， 进 而 促进 氨氮 的 同化 吸收 ;纤维 素 酶 可 以 提高 纤维 素 的 利用 效率 ， 而 纤维 
素 则 能 够 作为 益生 元 促进 微生物 的 生长 外， 降低 毛毛 浓度 四 I]。 另 外 ， 淀 粉 酶 活性 (amy) X8 
过 水 体 总 菌 量 (cfu) 的 间接 作用 也 对 毛毛 浓度 的 升 高 具有 较 大 的 抑制 效果 ( 表 6)， 这 与 两 者 
之 间 极 显著 的 负 相 关 关 系 (P<0.01, 表 5) 有 关 , 但 是 两 者 负 相 关 的 原因 还 需要 进一步 研究 。 
水 体 总 菌 量 Cofu) 和 总 菌 增 量 (dcf) 通过 试验 阶段 Gime) 对 氨氮 转化 也 具有 较 大 的 间接 
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促进 作用 《〈 表 6) ， 而 两 者 的 直接 作用 对 氨氮 的 转化 却 是 负 的 作用 ， 表 明 养 殖 条 件 下 微生物 


的 氮 转 化 作用 比较 复杂 ， 并 不 是 单一 的 促进 或 抑制 作用 。 


综 上 所 述 ， 芽 孢 杆 谓 NT9 和 YB3 均 具 有 较 强 的 有 机 氮 降 解 功能 和 氨氮 转化 功能 ， 但 是 


在 养殖 水 体 中 ， 仅 能 够 促进 有 机 所 的 降解 ， 而 氨氮 转化 效果 均 不 明显 。 通 径 分 析 显 示 ， 水 体 
微生物 的 数量 (cfu) 有 助 于 有 机 毛 的 降解 ( 通 径 系 数 0.550, P < 0.001), 而 微生物 的 增殖 (defu) 


有 利于 氨氮 的 转化 ( 通 径 系 数 -0.112，P < 0.001)。 因 此 ， 下 一 步 需要 根据 这 个 特性 ， 通 过 促 


进 芽 孢 杆 菌 生长 ， 对 同步 去 除 氨氮 进行 研究 。 
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